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(57) Abstract: A hop extract obtained from the female hop cones of certain varieties of hops, primarily comprising the following 



^ prenylflavanoid constituents: xanthohumol, isoxanthohumol and 8 -prenyl naringenine, in defined weight proportions. The inventive 
^ extract is used in the production of a medicament having estrogenic properties, used to treat phsiological disorders related to peri- 
ITi menopause or menopause such as hot flushes. The medicament can also be used in dietary compositions of food supplements and 
0© cosmetic compositions. 

^| (57) Abreg£ : Extrait de houblon, obtenu a partir de cones femelles de houblon de certaines variet6s de houblon, renfermant parmi 
les pnSnylflavonoides majoritairement les trois constituants suivants: xanthohumol, isoxanthohumol et 8-prenylnaringenine, dans 
des proportions pondeVales d^finies. Un tel extrait est utilise pour la preparation d'un medicament ayant des propriet£s ostrogenes, 
destine au traitement des troubles physiologiques lies a la p^rimonopause ou la menopause, tels que les bouffees de chaleur. II peut 

^ aussi etre utilise dans des compositions dtetetiques des complements alimentaires et des compositions cosmetiques. 
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EXTRAITS DE HOUBLON ET LEUR UTILISATION DANS LA 
PREPARATION D'UN MEDICAMENT AY ANT DES PROPRIETES 

OESTROGENES 

La presente invention concerne des extraits de houblon, et leur 
5 utilisation dans la preparation d'un medicament ayant des proprietes 
oestrogenes. 

Les inflorescences femelles en cone du houblon sont utilisees 
depuis longtemps dans la fabrication de la biere. Elles sont riches en 
matieres minerales (surtout sels de potassium) et renferment egalement 
10 des tannins, des amines, des pectines, des traces d'histamine, et de 
nombreux polyphenols dont des flavono'fdes : rutoside, quercitroside, 
astragaloside, ainsi que des chalcones et des flavanones isoprenylees, 
telles que le xanthohumol, l'isoxanthohumol et la 8-prenylnaringenine. 

L'activite oestrogene du houblon a deja ete reconnue et attestee par 
is un usage en medecine traditionnelle. Recemment, on a pu identifier les 
proprietes benefiques du xanthohumol contre l'osteoporose (US-A-5 679 
716), ainsi que celles de la 8-isopentenylnaringenine (Planta Medica 
1998, 64, p. 516-519). Cependant des extraits polyphenoliques de 
differentes varietes de houblon etudies par De Keukeliere et al. dans 
20 Pharm. Pharmacol. Lett. 1997, 2/3, p. 83-86 ont montre une activite 
oestrogene sans que cette derniere puisse etre attribuee au xanthohumol 
ou au desmethylxanthohumol. 

De maniere surprenante, les inventeurs ont decouvert que si un 
extrait de houblon est produit a partir d'inflorescences femelles issues de 
25 certaines varietes de houblon et en particulier s'il renferme, parmi les 
prenylflavonoides, majoritairement les trois constituants suivants : le 
xanthohumol, Tisoxanthohumol et la 8-prenylnaringenine (ou 8- 
isopent6nylnaringenine), il presente une activite oestrogene superieure 
aux extraits de houblon classiques. 
30 La presente invention concerne done un extrait de houblon obtenu 

a partir de cones femelles de houblon Humulus lupulus issus d'au moins 
une des varietes de houblon suivantes : brewer's gold, cascade, cluster, 
colombus, galena, northern brewer, nugget, zeus, magnuim, perle ou 
taurus et renfermant parmi les prenylflavonoides, majoritairement les 
35 trois constituants suivants : le xanthohumol, l'isoxanthohumol et la 8- 
prenylnaringenine. 
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De preference Textrait renferme, en outre, au moins un autre 
prenylflavonoide parmi : le desmethylxanthohumol, la 
tetrahydroxygeranylchalcone, le 5-prenylxanthohumol, le 
dehydrocycloxanthohumol, l'hydrate de dehydrocycloxanthohumol, la 6- 

5 prenylnaringenine, la 8-geranylnaringenine, la 6-geranylnaringenine, et 
la 3 f -geranylchalconaringenine. 

De maniere avantageuse, Textrait selon Tinvention renferme au 
moins 3 % en poids de prenylflavonoides. 

Les proprietes oestrogenes sont particulierement mises en evidence 

10 lorsque les proportions ponderales desdits trois constituants dans 100 g 
d'extrait sec sont les suivantes : de 1 a 30 g de xanthohumol, de 0,01 a 50 
g d'isoxanthohumol et de 0,5 10" 3 a 10 g de 8-prenylnaringenine, et de 
preference comprises dans les gammes de 3 a 15 g de xanthohumol, de 3 
a 30 g d'isoxanthohumol et de 0,01 a 5 g de 8-prenylnaringenine. 

15 L'extrait selon la presente invention peut etre utilise pour la 

preparation d'un medicament ayant des proprietes oestrogenes, et 
notamment pour le traitement des variations hormonales liees a la 
perimenopause et a la menopause, qui provoquent des modifications 
physiologiques entrainant des problemes tels que bouffees de chaleur, 

20 problemes de Thumeur et de la memoire, incontinence urinaire, perte de 
Tintegrite de la structure du tissu de soutien de la peau, perte de cheveux, 
baisse d'activite des glandes sudoripares, secheresse vaginale, 
osteoporose, maladies cardio-vasculaires, etc... 

Un tel medicament peut etre destine en particulier au traitement 

25 des bouffees de chaleur survenant lors de la perimenopause ou de la 
menopause. Les posologies sont par exemple de Tordre de 3 mg/Kg 
corporel et par jour. 

Le melange specifique des trois molecules xanthohumol, 
isoxanthohumol et 8-prenylnaringenine dans les proportions relatives 

30 suivantes : de 1 a 30 g de xanthohumol, de 0,01 a 50 g d'isoxanthohumol 
et de 0,5 10" 3 a 10 g de 8-prenylnaringenine, et de preference comprises 
dans les gammes de 3 a 15 g de xanthohumol, de 3 a 30 g 
d'isoxanthohumol et de 0,01 a 5 g de 8-prenylnaringenine, pour 100 g 
d'extrait sec, peut egalement etre utilise pour la preparation d'un 

35 medicament ayant des proprietes ou activites oestrogenes, et destine en 



BNSDOCID: <WO 02085393A1_I_> 



WO 02/085393 PCT/FR02/01295 



particulier au traitement des troubles physiologiques lies a la 
perimenopause et la menopause, telles que les bouffees de chaleur. 

Le melange precite, ou l'extrait selon la presente invention, 
peuvent egalement etre utilises dans des compositions dietetiques (par 
5 exemple sous forme de poudres, gelules, comprimes, capsules, 
ampoules, boissons), dans des complements alimentaires ou dans des 
compositions cosmetiques (par exemple sous forme de cremes, gels, 
lotions...)- 

La presente invention va etre illustree par les exemples suivants : 
10 Exemple 1 : 

a) Extraction 

Des cones femelles de houblon Humulus lupulus issus de la 
variete northern brewer (origine hallertauer) sont coupes en morceaux de 
quelques centimetres. On realise une extraction solide/liquide de ces 

is cones par un solvant organique (ou un melange de solvants). Le solvant 
est ensuite filtre, pour eliminer le vegetal epuise. On recupere le filtrat 
sur lequel on effectue une extraction liquide/liquide, puis on recupere la 
seconde phase que l'on soumet a des precedes de separation physique (de 
type mernbranaire) pour eliminer principalement les macromolecules 

20 presentes. Le liquide obtenu est finalement seche, broye finement et 
conditionne. 

b) Test in vitro 

Le test in vitro utilise a ete developpe par Littlefield en 1990 
(Endocrinology 1990, 127, p. 2757-2762). 

25 La variante de la lignee cellulaire utilisee est sensible aux 

cestrogenes auxquels elle repond non par une activite proliferative, mais 
par une activite de stimulation d'une enzyme, la phosphatase alcaline. Ce 
test renseigne sensiblement et specifiquement sur l'activite cestrogene car 
parmi les steroi'des, seuls les cestrogenes repondent a ce test et 

30 parviennent a stimuler l'activite enzymatique. L'activite cestrogene peut 
egalement etre declenchee par des substances non steroi'diennes a activite 
"oestrogenelike" comme les phytocestrogenes. Les reponses 
cestrogeniques obtenues ci-dessous sont bloquees par l'anti-cestrogene de 
reference mis en presence, ce qui indique une activite mediee par le 

35. recepteur aux cestrogenes. 
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Le modele est une lignee cellulaire Ishikawa (Var. I) de 
l'adenocarcinome de Tendometre humain (Etabli par Nishida : Acta 
Obstet Gynaec Jap 1985,37 : 1 103-1 1110- 

Le test est base sur Identification d'une activite phosphatase 
alkaline (PA) mettant en evidence une activite cestrogenique. 

En effet, la phosphatase alcaline hydrolyse le p-nitrophenol 
phosphate en p-nitrophenol qui donne une reaction coloree. 

Le dosage consiste a mesurer l'absorbance a 405 nm apres 72 h 
d'incubation. 

Deux temoins ont ete utilises : 

- Temoin positif = 1 7pEstradiol, 

- Temoin negatif = Anticestrogene ICI1 82,780 de chez Zeneca 
Les extraits mis en presence a une concentration de 2 

microgrammes/ml sont : 

- Extrait de soja titre a 7 % en poids d'isoflavones 

- Extrait de soja titre a 20 % en poids d'isoflavones 

- Extrait "classique" de houblon 

- Extrait de houblon selon Tinvention renfermant les proportions 
respectives suivantes en xanthohumol, isoxanthohumol et 8- 
prenylnaringenine : 5, 7 et 0,06 % en poids. 

c) Resultats 

lis sont presentes dans le Tableau I ci-apres : 



TABLEAU I 



EXTRAITS 


ABSORBANCE a 405 nm 


Extrait de soja a 7 % d'isoflavones 


0,300 


Extrait de soja a 20 % d'isoflavones 


0,405 


Extrait de houblon selon l'invention 


0,360 


Extrait de houblon "classique" 


0,210 



Le 17pEstradiol donne une courbe decrivant la relation attendue 
dose-effet (oestrogenique par activation de la phosphatase alcaline). 

II existe par ailleurs egalement une relation dose-effet lors de 
l'utilisation d'extraits de soja a teneur croissante en isoflavones. Ce 
resultat valide Tactivite oestrogenique reconnue des isoflavones mais 
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surtout valide le test mis en place pour des composes non steroidiens a 
activite phytooestrogenique. 

En ce qui concerne les extraits, les observations sont les 
suivantes : 

- L'extrait de soja titre a 7 % d'isoflavones donne une reponse 
cestrogenique faible mais significative. 

- L'extrait de soja titre a 20 % d'isoflavones donne une reponse 
cestrogenique importante et significativement superieure a celle 
retrouvee pour l'extrait de soja titre a 7 % d'isoflavones, 
validant l'effet cestrogenique reconnu du soja lie a la dose 
d'isoflavones et validant 1'activite du test. 

- L'extrait de houblon dit "classique" est un extrait de houblon 
couramment trouve dans le commerce qui montre peu d'activite 
et de surcroit plus faible que celle observee avec l'extrait de 
soja a 7 % d'isoflavones de soja. II ne presente done qu'un 
interet moyen eu egard a son potentiel phytooestrogenique. 

- L'extrait de houblon selon Tinvention possede une activite 
cestrogenique beaucoup plus importante que Textrait classique 
de houblon du commerce et qu'un extrait de soja titre a 7 % 
d'isoflavones. 

- L'extrait de houblon selon l'invention donne des resultats 
phytocestrogeniques proches de ceux obtenus avec un extrait 
d'isoflavones de soja titre a 20 % d'isoflavones. 

d) Conclusion 

On peut deduire de cet exemple que l'extrait de houblon selon 
l'invention donne des activites oestrogenes similaires a celles obtenues 
avec un extrait de soja titre a 20 % en poids d'isoflavones, et superieure a 
celles d'un extrait classique de houblon. 
Exemple 2 : 

Des extraits de houblon Humulus lupulus issus de diverses 
varietes ont ete prepares et testes selon un protocole identique a celui de 
l'exemple 1. Leurs proportions en xanthohumol, isoxanthohumol et 8- 
prenylnaringenine ont ete dosees par HPLC. 

Les resultats sont regroupes dans le Tableau II suivant : 

35 
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TABLEAU II 





% c 


lans extrait sec 




Variete 


ungine 


A 


TV 




/\DSOlOanC 

a 405 nm 


Hallertau 


Hallertauer 


4 


8 


0,01 


0,020 


Hersbruck 


Hallertauer 


2,8 


9 


0,03 


0,023 


Saaz 


Saazer 


3 


4 


0,003 


0,090 


Horizon 


Osu 


5,5 


2 


0,1 


0,100 


Cluster 


Idaho 


4 


2 


0,003 


0,160 ! 


Colombus 


Washington 


6 


7 


0,02 


0,200 


Cascade 


Washington 


2 


15 


0,005 


0,210 


Galena 


Idaho 


5 


0,02 


0,003 


0,270 


Perle 


Oregon 


2 


12 


0,0007 


0,280 


Taurus 


Washington 


8 


20 


0,015 


0,300 


Brewer's gold 


Hallertauer 


8 


0,5 


0,002 


0,300 


Nugget 


Oregon 


7 


0,1 


0,08 


0,320 


Northern 


Hallertauer 


5 


7 


0,06 


0,360 



X = Xanthohumol 
IX = Isoxanthohumol 
5 8PN = 8-pr6nylnaring€nine 



Ces r^sultats montrent que la plupart des varies test6es 
pr6sentent une absorbance Sgale ou sup£rieure k celle de 1* extrait de 
houblon classique (0,210), c'est-k-dire des propri&es cestrogfenes 
10 gquivalentes ou sup6rieures. 

On remarque que les propri6t€s oestrogfcnes sont particuli&rement 
61ev6es lorsque les inflorescences extraites sont issues d'au moins une 
des varies de houblon suivantes : galena, perle, taurus, brewer's 
gold, nugget et northern brewer. Des r6sultats similaires ont 6galement 
is 6t6 obtenus avec les vari6t£s Zeus et Magnuim. 
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Exemple 3 : 

Une gelule de taille 1 renfermant les composants suivants : 

- 60 mg d'extrait selon 1' invention (var. northern brewer) 

- 200 mg de maltodextrine 
5 - 10 mg de silice colloidale 

- 5 mg de st^arate de magnesium 

a 6t6 ing6ree, deux fois par jour, par une patiente de poids corporel 60 
Kg. Apres un mois de traitement cette derniere a constate" une nette 
diminution des bouffees de chaleur. 
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REVENDICATIONS 

1 - Extrait de houblon obtenu h partir de cdnes femelles du 
houblon Humulus lupulus issus d'au moins une des varietes de houblon 

5 suivantes : brewer's gold, cascade, cluster, colombus, galena, northern 
brewer, nugget, zeus, magnuim, perle ou taurus et renfermant parmi 
les prSnylflavonoi'des, majoritairement les trois constituants suivants : 
le xanthohumol, l'isoxanthohumol et la 8-prenylnaringenine. 

2 - Extrait de houblon selon la revendication 1 caracterise en ce 
10 qu'il renferme au moins un autre prenylflavonoide parmi : le 

desmethylxanthohumol, le t£trahydroxyg6ranylchalcone, le 5- 

prenylxanthohumol, le dehydrocycloxanthohumol, le 

dehydrocycloxanthohumol hydrate, la 6-pr6nylnaring6nine, la 8- 

g^ranylnaring^nine, la 6-g6ranylnaring6nine, la 3'- 
15 geranylchalconaringenine. 

3 - Extrait de houblon selon Tune des revendications 1 ou 2 
caracterise en ce qu'il renferme au moins 3 % en poids de 
pr£ny lflavonoYdes . 

4 - Extrait selon Tune des revendications 1 & 3 caracterise en ce 
20 qu'il renferme lesdits trois constituants dans les proportions ponderales 

suivantes : de 1 i 30 g de xanthohumol, de 0,01 k 50 g 
d'isoxanthohumol et de 0,5 10" 3 a 10 g de 8-prenylnaringenine, dans 
100 g d' extrait sec. 

5 - Extrait selon Tune des revendications 1 h. 4 caracterise en ce 
25 qu'il renferme lesdits trois constituants dans les proportions ponderales 

suivantes : de 3 & 15 g de xanthohumol, de 3 & 30 g d'isoxanthohumol 
et de 0,01 k 5 g de 8-prenylnaringenine, dans 100 g d' extrait sec. 

6 - Utilisation de 1' extrait selon Tune des revendications 1 & 5 
pour la preparation d f un medicament ayant des proprietes oestrogfcnes. 

30 7 - Utilisation de 1'extrait selon Tune des revendications 1 k 5 

pour la preparation d'un medicament destine au traitement des troubles 
physiologiques lies & la perimenopause et la menopause. 

8 - Utilisation selon la revendication 7 pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement des bouffees de chaleur. 

35 9 - Utilisation d'un melange de xanthohumol, d'isoxanthohumol 

et de 8-prenylnaringenine dans les proportions ponderales relatives 
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suivantes dans 100 g d'extrait sec : de 1 a 30 g de xanthohumol, de 0,01 a 
50 g d'isoxanthohumol et de 0,5 10" 3 a 10 g de 8-prenylnarmgenine pour 
la preparation d'un medicament ayant des proprietes cestrogenes. 

10 - Utilisation d'un melange de xanthohumol, d'isoxanthohumol 
et de 8-prenylnaringenine dans les proportions ponderales relatives 
suivantes dans 100 g d'extrait sec : de 3 a 15 g de xanthohumol, de 3 a 
30 g d'isoxanthohumol et de 0,01 a 5 g de 8-prenylnaringenine pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement des troubles 
physiologiques lies a la perimenopause et la menopause. 

1 1 - Utilisation selon la revendication 9 pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement des bouffees de chaleur. 

12 - Composition dietetique renfermant l'extrait selon les 
revendications 1 a 5 ou un melange de xanthohumol, d'isoxanthohumol 
et de 8-prenylnaringenine dans les proportions ponderales relatives 
suivantes dans 100 g d'extrait sec : de 1 a 30 g de xanthohumol, de 0,01 a 
50 g d'isoxanthohumol et de 0,5 a 10 g de 8-prenylnaringenine. 

13 - Complement alimentaire renfermant l'extrait selon les 
revendications 1 a 5 ou un melange de xanthohumol, d'isoxanthohumol 
et de 8-pr6nylnaringenine dans les proportions ponderales relatives 
suivantes dans 100 g d'extrait sec : de 1 a 30 g de xanthohumol, de 0,01 a 
50 g d'isoxanthohumol et de 0,5 a 10 g de 8-pr6nylnaringenine. 

14 - Composition cosmetique renfermant rextrait selon les 
revendications 1 a 5 ou un melange de xanthohumol, d'isoxanthohumol 
et de 8-prenylnaringenine dans les proportions ponderales relatives 
suivantes dans 100 g d'extrait sec : de 1 a 30 g de xanthohumol, de 0,01 a 
50 g d'isoxanthohumol et de 0,5 a 10 g de 8-prenylnaringenine. 
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